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猕猴 胚胎 干细胞 的 诱导 分 化 和 凋 工 
RRAN, RERO 


(1. 中 国 科学 院 昆 明 动物 研究 所 ， 云 南 省 动物 生殖 生物 学 重点 实验 室 ， 云 南 昆明 650223; 
2. 中 国 科学 院 研究 生 院 ， 北 京 100039) 


摘要 : 采用 单 层 培养 法 研究 维生素 AR (RA)、 神 经 生长 因子 (NGF)、 上 皮 生 长 因子 (EGF) 和 碱 性 成 纤 
维 生 长 因子 (bFGF) 对 猕猴 胚胎 干细胞 系 R366.4 的 诱导 分 化 和 凋 亡 的 作用 。 结 果 表 明 : 中 不 添加 任何 生长 因 
子 的 条 件 下 ， 细 胞 分 化 不 定向 ， 各 种 细胞 所 占 的 比例 表现 出 明显 的 随机 性 ; 四 添加 单一 生长 因子 能 促进 细胞 的 
分 化 进程 ， 并 使 某 一 类 或 某 几 类 的 分 化 细胞 比例 上 升 ，RA 和 NGF 均 能 促进 神经 样 细胞 的 形成 ，EGF 促进 内 皮 
样 细胞 的 形成 ，bFGF 提高 成 纤维 样 细胞 的 比例 ; @ 在 分 化 的 过 程 中 伴 有 细胞 早期 和 晚期 效 亡 的 发 生 ，RA 和 
NGF 可 增加 细胞 将 亡 的 数量 。 这 种 由 生长 因子 诱导 的 动物 胚胎 干细胞 的 分 化 可 能 存在 种 间 差 异 。 
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Induced Differentiation and Apoptosis of 
Rhesus Monkey Embryonic Stem Cells 
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(1. The Yunnan Key Laboratory for Animal Reproductive Biology, Kunming Institute of Zoology, the Chinese Academy 
of Sciences, Kunming 650223, China; 2. Graduate School, the Chinese Academy of Sciences, Beijing | 100039, China) 


Abstract: To investigate the effect of retinoic acid (RA), nerve growth factor (NGF), epidermal growth factor 
(EGF) and basic fibroblast growth factor (bFGF) on the differentiation and apoptosis of rhesus monkey embryonic stem 
(TES) cell line R366.4, rES cells were cultured in monolayer state in vitro, and the experiment resulted in; DThe per- 
centage of differentiated rES cells increased along with the elongated duration of culture. ©The rES cells differentiated in- 
to heterogeneous somatic cells, whose proportions were at random, in the absence of exogenous growth factors. (S)Single 
growth factor could promote progress of differentiation, and increased the proportion of one or several types of differentiat- 
ed cells; neuron-like cells increased in the presence of RA or NGF, while endothelium-like cells and fibroblast-like cells 
increased in the presence of EGF and bFGF respectively. (DDuring the differentiation of rES cells the early and the late 
apoptosis happened, and the apoptosis could be promoted by RA and NGF. The four growth factors have the potential to 
stimulate differentiation of rES cells in different ways. The ES cell differentiation induced by the growth factor may be 
species-specific . 
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胚胎 干细胞 (embryonic stem cells, ES cells) Ji (Evans & Kaufman, 1981). Ak, ES 细胞 是 研 
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具有 长 期 的 自我 更 新 能 力 ， 在 体外 抑制 分 化 的 条 件 
下 保持 不 分 化 的 状态 ; 如 果 撤 去 抑制 分 化 的 因素 ， 
可 以 分 化 形成 三 胚层 来 源 的 各 种 细胞 类 型 ， 将 ES 
细胞 注射 人 重度 免疫 缺陷 小 鼠 的 体内 时 会 形成 畸 胎 
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究 细 胞 组 织 分 化 机 理 、 移 植 和 发 育 生 物 学 的 较 好 的 
体外 模型 。 然 而 迄今 为 止 ， 仍 未 能 从 ES 细胞 诱导 
分 化 出 单一 的 细胞 种 类 ， 其 主要 原因 是 诱导 ES 细 
胞 定向 分 化 的 因子 并 不 清楚 。 
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维生素 A WE (retinoic acid, RA) (Bain et al, 
1996; Schuldiner et al，2000)、 神 经 生长 因子 
(nerve growth factor, NGF) (Wobus et al, 1988; 
Schuldiner et al，2000)、 上 皮 生 长 因子 (epidermal 
growth factor, EGF) (Rubin et al, 1991; Schuldiner 
et al, 2000) 和 碱 性 成 纤维 生长 因子 (basic fibrob- 
last growth factor, bFGF) (Rohwedel et al, 1994; 
Schuldiner et al, 2000) 等 生长 因子 ， 均 已 被 证 实 
对 小 鼠 和 人 ES 细胞 形成 的 胚 样 体 有 诱导 分 化 作用 。 

Okazawa et al (1996) 和 Du et al (1998) 均 报 
道 在 小 鼠 ES 细胞 的 诱导 分 化 中 ，RA 影响 晚期 凋 
亡 。 在 某 些 神经 细胞 的 体外 培养 中 ，NGF 通过 结合 
p75 受 体 而 发 挥 其 诱导 凋 亡 的 作用 (Frade，2000)。 
细胞 凋 亡 是 由 基因 控制 的 、 为 维持 内 环境 稳定 的 一 
种 细胞 自主 性 的 死亡 过 程 ， 在 生物 体 的 发 育 形 成 及 
功能 维持 中 起 着 重要 的 作用 。 在 细胞 兰 亡 的 过 程 
中 ， 细 胞 的 内 部 结构 或 形态 会 发 生 多 种 变化 。 其 中 
一 个 变化 是 在 细胞 凋 亡 的 早期 ， 磷 脂 酰 丝 胺 酸 从 细 
胞 膜 内 层 转移 到 细胞 膜 外 层 ， 暴 露 于 细胞 膜 表 面 
(Fadok et al, 1992); 而 DNA 的 断裂 发 生 较 晚 ， 在 
细胞 凋 亡 的 晚期 (Schwartzman & Cidlowski, 
1993), 

灵 长 类 动物 的 ES 细胞 是 研究 灵 长 类 细胞 分 化 
的 较 好 的 体外 模型 (Thomson et al,1995), 但 其 定向 
诱导 分 化 报道 其 少 。 本 实验 由 在 研究 RA、NGCF、 
bFGF 和 EGF 4 种 生长 因子 对 单 层 培养 的 猕猴 ES Zl 
胞 的 诱导 分 化 作用 和 早期 .晚期 将 亡 的 影响 ,为 灵 长 
类 动物 ES 细胞 进一步 诱导 分 化 的 研究 提供 信息 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 动物 各 细胞 系 

Balb/c 纯 系 小 鼠 ， 购 自 中 国 科 学 院 上 海 实验 动 
物 中 心 ; 猕 锋 胚 胎 干细胞 系 R366.4 由 美国 威 斯 康 
星 大 学 灵 长 类 动物 研究 中 心 Thomson 教授 提供 。 
1.2 主要 试剂 

高 糖 DMEM、 非 必需 氨基 酸 和 Dispase 为 Gib- 
co/BRL 公司 (Grand Island, NY, USA) 产品 ; 
EDTA, RAMi, Hie. 2- 殖 基 乙醇 、 胰 蛋白 
M, LRE, bFGF, NGF, RA 和 EGF 为 Sigma 
公司 (St. Louis, MO, USA) 产品 ; 胎 牛 血清 FBS 
和 小 牛 血 清 BCS 为 HyClone 公司 (Logan, Utah, 
USA) 产品 ; ACANA ApoAlert DNA Fragmenta- 
tion Assay Kit 和 ApoAlert Annexin V 为 Clontech 公司 


(Palo Alto, CA, USA) 产品 ; 碱 性 磷酸 酶 试剂 盒 
购 自 中 国 华 美 生 物 工程 公司 。 
1.3 主要 溶液 的 配制 

在 高 糖 DMEM 培养 基 中 按照 10% ~ 15% 的 比 
例 添加 BCS， 配 制 小 鼠 胎 儿 成 纤维 细胞 培养 液 ， 在 
100 mL 的 无 钙 镁 PBS 中 分 别 添加 0.25 g RE ERR 
和 0.04 g EDTA， 配 制 小 鼠 胎 儿 成 纤维 细胞 消化 液 ; 
在 780 mL 高 糖 DMEM 培养 基 中 添加 200 mL 胎 牛 血 
清 ， 再 分 别 添 加 1 mmo 谷 毛 酰胺 、0.1 mmol 2- 3f 
基 乙 醇和 10 mL 100 x 非 必需 氨基 酸 ， 配 制 猕猴 胚 
胎 干 细胞 培养 液 ; TE 780 mL 高 糖 DMEM 培养 基 中 
添加 200 mL KnockOutTMSR ， 再 分 别 添加 1 mmol 谷 
AMAZ. 0.1 mmol 2 — 玖 基 乙 醇和 10 mL 100 x 非 必 
需 氨 基 酸 ， 配 制 猕猴 胚胎 干细胞 分 化 培养 液 ; TE 
10 mL 猕猴 胚胎 干细胞 培养 液 中 添加 0.1 g dispase， 
配制 猕猴 胚胎 干细胞 消化 液 。 上 述 溶液 经 0.22 um 
滤 膜 过 滤 ，4 CHRP. 
1.4 小 鼠 胎儿 成 纤维 细胞 饲养 层 的 制备 

参照 Abbondanzo et al (1993) 和 Thomson et al 
(1995) 的 方法 制备 小 鼠 胎 儿 成 纤维 细胞 (primary 
murine embryonic fibroblasts, PMEFs) 饲养 层 。 选 取 
6~ 8 周 龄 健康 的 Balb/c ERAR, GÆ; 断 颈 
处 死 怀 孕 13 ~ 14d 的 肉 鼠 ， 取 出 小 女 胎 儿 ， 去 掉 胎 
儿 头 、 四 肢 、 内 胜 ， 尽 量 剪 碎 ， 加 入 小 鼠 胎 儿 成 纤 
维 细胞 消化 液 消化 ， 再 加 入 小 鼠 胎 儿 成 纤维 细胞 培 
养 液 终止 消化 ; 离心 弃 去 上 清 液 ， 加 入 适量 的 小 鼠 
胎儿 成 纤维 细胞 培养 液 ， 打 匀 细 胞 ， 然 后 将 细胞 接 
种 于 培养 瓶 或 培养 咽 中 。 当 细胞 生长 至 对 数 生长 期 
长 满 时 ， 即 可 消化 传代 ; 收集 $ 代 以 内 生长 良好 的 
小 鼠 胎 儿 成 纤维 细胞 ， 经 3 500 rads 剂量 的 y 射线 
照射 10 ~ 20 min 后 ， 按 2x106 ~ 4 x 105 个 /mL 的 
浓度 装 在 冷冻 管 中 - 70 CHEIR, 然后 投入 液 
氮 中 冻 存 。 在 培养 猕猴 胚胎 干细胞 前 ， 先 在 六 和 孔 或 
四 和 孔 培 养 板 铺 0.1% 明胶，12 h 后 吸 尽 明 胶 ，37 "C 
水 浴 复 苏 小 鼠 胎 儿 成 纤维 细胞 ， 加 入 小 鼠 胎 儿 成 纤 
维 细胞 培养 液 ，1 300 r/min 离心 10 min， 弃 去 上 清 








液 ， 然 后 添加 适量 小 鼠 胎 儿 成 纤维 细胞 培养 液 ， 将 

细胞 按 0.75 x 105 个 /mL 密度 铺 板 ，6 孔 板 每 孔 

2.5 mL,，4 和 孔 板 每 孔 0.5 mL， 第 二 天 即 可 用 于 猕猴 

胚胎 干细胞 的 培养 。 

1.5 猕猴 胚胎 干细胞 的 培养 和 分 化 
MEME a FAMER R366.4 的 培养 如 Thomson 

et al(1995) Thomson & Marshall (1998) fi KEA 
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猕猴 胚 胎 干 细胞 的 冷冻 管 从 液 氮 中 取出 ,快速 投入 
37 水浴 ,解冻 后 加 入 猕猴 胚胎 干细胞 培养 液 , 离 
心 弃 去 上 清 夜 ,加 入 新 鲜 猕 猴 胚 胎 干细胞 培养 液 , 轻 
轻 打 勾 , 铺 在 已 经 铺 了 PMEFs 的 4 了 筷 板 或 6 了 筷 板 
Es 当 狂 猴 胚 胎 干 细胞 在 培养 下 中 长 至 对 数 生长 期 
时 ,经 猕猴 胚胎 干细胞 消化 滚 作 用 后 从 PMEFs 饲养 
层 上 消化 下 来 ,再 经 0.5 mmol/L. EDTA 处 理 , 加 入 
狼 猴 胚胎 干细胞 分 化 培养 液 打 匀 , 铺 在 已 经 铺 了 明 
胶 的 35 mm 直径 的 培养 四 上 进行 分 化 实验 。 

除 对 照 组 外 ， 分 别 在 4 个 实验 组 的 猕猴 胚胎 干 
细胞 分 化 培养 液 中 加 入 4 种 生长 因子 的 分 化 作用 浓 
E (RA: 10- mol/L, NGF: 100 ng/mL, bFGF: 
10 ng/mL, EGF: 100 ng/mL) 的 溶液 ， 然 后 放 在 
5976 CO;. 37 所 的 培养 箱 中 培养 ， 每 2 d 换 液 1 次 ， 
在 Nikon 倒置 显微镜 下 观察 细胞 的 形态 。 
1.6 碱 性 磷酸 酶 活性 的 测定 

各 组 细胞 在 分 化 培养 到 5、10 和 15d 时 ,分 别 
在 室温 下 用 含 7.5% 其 糖 的 1% 多 素 甲 醛 固 定 10 ~ 
20 min， 然 后 用 碱 人 性 磷酸 酶 试剂 盒 染 色 。 根 据 厂 家 
说 明 ， 先 用 底 物 缓冲 液 平 衡 ， 在 新 鲜 配 制 的 NBT 
(nitroblue tetrazdium salt) /BCIP (5-bromo-4-chloro- 
3-indolyl phosphate, toluidinium salt) 染色 液 中 室温 
避 光 的 条 件 下 染色 30 min 以 上 ， 水 洗 。 以 未 分 化 的 
胚胎 干细胞 因 表达 高 的 碱 性 磷酸 酶 活性 被 染 成 深蓝 
色 为 阳性 对 照 ， 在 100 倍 Zeiss 倒置 显微镜 下 观察 
分 化 细胞 ， 统 计 分 化 细胞 百分率 即 [ (总 细胞 数 - 
碱 性 磷酸 酶 强 阳性 细胞 数 ) /总 细胞 数 ] x 10096. 
1.7 细胞 凋 亡 检测 

分 别 收集 各 组 分 化 培养 1、5 和 10 d 的 细胞 做 
凋 亡 检测 。 早 期 凋 亡 细胞 的 检测 用 ApoAlert Annex- 
in V 试剂 盒 处 理 。 根 据 厂 家 的 说 明 ， 先 用 1 x Bind- 
ing Buffer 洗涤 ， 弃 去 1 x Binding Buffer， 加 入 200 
pL 1 x Binding Buffer， 再 加 入 SnpL Annexin V 和 10 
pL Propidium Iodide ， 在 室温 黑暗 中 作用 5 ~ 15 min, 
2% 甲 醛 固 定 ， 在 100 fH Zeiss 荧光 倒置 显微镜 下 观 
察 并 拍照 。 结 合 上 Annexin V 的 细胞 的 细胞 膜 呈 丝 
色 ， 为 早期 凋 亡 的 细胞 ， 膜 不 完整 的 细胞 的 细胞 质 
红色 ， 细 胞 膜 绿色 ， 为 晚期 凋 亡 或 坏死 的 细胞 。 统 
计 处 于 凋 亡 早期 的 细胞 数 占 细胞 总 数 的 百分率 。 晚 
期 着 亡 细 胞 的 检测 经 ApoAlert DNA Fragmentation 
Assay Kit 处 理 细胞 。 用 PBS 洗 2 次 后 ， 在 新 鲜 配 制 
的 4% 甲醛 /PBS 中 4 CHE 25 min, 然后 PBS 洗 2 
次 ， 加 入 预 冷 的 0.2%Txiton X - 100/PBS， 在 冰 上 








作用 5 min, PBS 洗 2 次 后 ,平衡 缓冲 液 作 用 10 
min, ， 加 入 末端 脱氧 核 苷 酸 转 移 酶 培育 液 (TdT in- 
cubation buffer), TE 37 SC3EJCÍE FH 60 min， 在 室温 
TH 2xSSC it 15 min, 再 用 PBS 洗 2 次 ,0.5 mg/ 
mL PL/PBS 作用 5 ~ 10 min， 水 洗 ， 封 片 观察 ， 晚 期 
凋 亡 细胞 的 核 呈 绿色 。 统 计 处 于 将 亡 晚期 的 细胞 数 
占 细胞 总 数 的 百分率 。 
1.8 实验 数据 的 处 理 

实验 重复 3 次 ， 百 分 率 数 值 进 行 平 方 根 的 反正 
弦 转 换 (Arcsin) ， 然 后 通过 单 因 素 方差 分 析 和 最 小 
显著 差 数 法 ， 比 较 各 组 数据 差异 的 显著 性 。P < 
0.05 视 为 有 显著 差异 。 


2 结 果 


2.1 生长 因子 对 分 化 进程 及 分 化 细胞 种 类 的 影响 

在 PMEFs 层 上 培养 的 未 分 化 的 猕猴 胚胎 干 细 
胞 ， 细 胞 个 体 小 ， 细 胞 核 大 ， 具 1 ~ 2 个 核 仁 ， 细 
胞 呈 扁 平 朴 松 状 集落 生长 ， 细 胞 之 间 的 界限 不 清 
(图 1)。 将 消化 下 来 的 胚胎 干细胞 铺 到 明胶 板 上 ， 
添加 或 不 添加 各 种 生长 因子 ， 都 会 逐渐 发 生 分 化 。 
分 化 细胞 的 比例 随 培养 天 数 的 增加 逐渐 升 高 ， 并 呈 
现 出 多 种 细胞 形态 。 添 加 生长 因子 可 使 某 一 类 或 某 
几 类 分 化 细胞 的 比例 升 高 ， 在 5 ~ 10d 内 变化 趋势 
明显 。RA 、NGF、bFGF 以 及 EGF 分 别 对 形成 神经 
样 细胞 、 神 经 和 上 皮 样 细胞 、 成 纤维 样 细胞 以 及 内 
皮 样 细胞 有 较 强 作用 ( 表 1， 图 2~ $)。 但 各 种 生 
长 因子 都 不 能 单一 促进 某 一 类 细胞 的 分 化 。 

在 猕 狼 胚 胎 干 细胞 分 化 的 第 5 天 ,部 分 细胞 分 
化 ,与 对 照 比较 ,4 种 生长 因子 均 能 促进 分 化 ,RA 促 
进 分 化 的 作用 较 NGF bFGF 和 EGF 更 为 显著 ,FGF、 
EGF NGF 之 间 的 促进 作用 没有 差异 ;第 10 天 ,大 部 
分 细胞 已 分 化 , RA 促进 分 化 的 作用 最 强 , 其 次 为 
bFGF 和 EGF ,两 者 促进 分 化 的 作用 相似 ,也 都 比 
NGF 强 ;第 15 天 , 除 NGF 和 对 照 组 还 有 极 少 比例 的 
细胞 未 分 化 外 ,其 余 各 组 细胞 基本 全 部 分 化 。 
2.2 生长 因子 对 细胞 凋 亡 程度 的 影响 

在 ES 细胞 分 化 的 过 程 中 ， 伴 随 有 凋 亡 的 发 生 。 
经 检测 ， 一 些 处 于 将 亡 早期 (图 6) 一 些 处 于 凋 
亡 晚期 (图 7)。 图 8 示 细 胞 分 化 至 1、5 和 10d 时 
的 早期 凋 亡 率 和 晚期 省 亡 率 。 

对 照 组 的 早期 凋 亡 率 保 持 在 13.7% ~ 19.5%; 
晚期 铀 亡 率 较 低 ， 保 持 在 1.6% ~ 3.496, RA 组 在 
分 化 的 各 个 时 期 ,早期 凋 亡 率 均 较 对 照 组 显著 上 
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图 1~7 4 种 生长 因子 诱导 的 猕猴 胚胎 干 (rES) 细胞 的 分 化 细胞 的 形态 及 分 化 过 程 中 rES 细胞 的 凋 亡 
Figs.1—7 Morphology of differential cells, which were induced from rhesus monkey embryonic stem (rES) 
cells by four growth factors, and apoptosis of rES cells in differntiation 
1. 未 分 化 的 猕猴 胚胎 干细胞 ， 标 尺 = 100 pm (Undifferentiation rhesus monkey embryonic stem cells, bar = 100 um); 
2. 维生素 A 酸 诱导 的 神经 样 细胞 ， 标 尺 = 5 pum (Neuron-like cells induced by retinoic acid, bar =5 pm); 
3. 神经 生长 因子 诱导 的 上 皮 样 细胞 ， 标 尺 =5 pm (Epithelium-like cell induced by nerve growth factor, bar = 5 um); 
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4. 碱 性 成 纤维 生长 因子 诱导 的 成 纤维 样 细胞 ， 标 尺 = 5 km (Fibroblast-like cells induced by basic fibroblast growth factor, bar =5 pm); 
S. 上 皮 生 长 因子 诱导 的 内 皮 样 细胞 ， 标 尺 = 5 pm (Endothelium-like cells induced by epidermal growth factor, bar = 5 um); 

6、 箭 头 示 结 合 上 Annexin V SALUS TC 4, ERR. = 25 pm (Arrow showing an early apoptosis cell with bound annexin V , bar 225 um); 
7. 箭头 示 晚 期 将 亡 细 胞 ,标尺 = 25 pm (Arrow showing a late apoptosis cell, bar = 25 um). 
表 1 4 种 生长 因子 对 猕猴 胚胎 干细胞 分 化 的 影响 
Table 1 Effects of four growth factors on the differentiation of rhesus monkey embryonic stem cells 
天 数 分 化 细胞 率 Percentage of differentiated cells ( 66) * 
day 
(d) 对 照 组 RA 组 NGF 组 bFGF 组 EGF 组 
Control group RA group NGF group bFGF group EGF group 
5 52.3* 76.5* 64.5" 67.5? 64.8" 
10 65.53 91.5* 73.0* 83.0^ 81.0» 
15 96.2 100 98.5 100 100 
分 化 细胞 种 类 Types of differentiated cells 
对 照 组 RA 组 NGF 组 bFGF 组 EGF 组 
Control group RA group NGF group bFGF group EGF group 
10 ”分 化 细胞 种 类 多 样 , 比 ”42% 的 细胞 为 神经 样 ”12% 的 细胞 为 神经 样 ”32% 的 细胞 为 成 纤维 8% 的 细胞 为 内 皮 样 细 
例 随机 细胞 细胞 ,7% 的 细胞 为 上 ” 样 细 胞 胞 
Ratios of heterogeneous 42% cells were neuron- ” 皮 样 细胞 32% cells were fibrob- 8% cells were endothe- 
cells were at radom like cells 12% cells were neuron- last-like cells lium-like cells 


like cells, 7% cells were 
epithelium-like cells 
"上 标 不 同 的 同行 值 存 在 显著 差异 《(P «0.05), 


* The values with different superscripts in the same row were different significantly ( P < 0.05). 
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图 8 ”猕猴 胚胎 干细胞 分 化 过 程 中 4 种 生长 因子 对 细胞 凋 亡 的 影响 
Fig.8 Effects of four growth factors on apoptosis of rhesus monkey embryonic stem cells in differentiation 
A. 里 期 凋 亡 (Early apoptosis); B. 晚期 凋 亡 (Late apoptosis) o 
数据 以 平均 数 + 上 标准 差 表 示 。 不 同 的 字母 表示 同一 天 的 问 亡 率 有 显著 差异 (P 0.05). 


The data were expressed as mean + SD. The percentages of apoptosis with different superscripts in the same days were significantly different ( P 
«0.05). 


升 ， 晚 期 凋 亡 率 在 第 1 天 和 第 5 天 较 对 照 显著 升 “和 了 晚期 调 亡 率 均 与 对 照 组 无 益 异 。 

高 ， 第 15 天 降 至 2.5% ， 与 对 照 无 差异 。NGCF 在 分 "P 

化 的 第 5 天， 早期 凋 亡 率 和 晚期 调 亡 率 均 较 对 照 组 3 讨 论 

显著 提高 ; 第 1 天 、 第 10 天 早期 凋 亡 率 、 晚 期 凋 Thomson et al (1995) 报道 猕猴 胚胎 干细胞 一 
亡 率 与 对 照 组 无 差异 。bFGF 和 EGF 组 早期 凋 亡 率 ”有 旦 撤去 饲养 层 ， 便 会 立即 发 生 分 化 。 这 在 我 们 的 实 
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验 中 也 得 到 了 证 实 。 在 单 层 培养 中 ,生长 因子 的 添 
加 可 以 促进 分 化 。 第 5 天 各 组 都 有 一 定 比例 的 细胞 
发 生 分 化 ， 并 随时 间 的 进程 分 化 比例 逐渐 升 高 ， 到 
第 15 天 各 组 绝 大 多 数 的 细胞 已 分 化 。 单 层 培养 条 
件 下 ， 在 各 组 分 化 的 细胞 中 较 易 观察 到 一 定 比例 的 
某 类 细胞 如 神经 样 细胞 、 内 皮 样 细胞 及 成 纤维 样 细 
胞 。 这 些 种 类 细胞 的 形成 ， 并 不 十 分 需要 细胞 与 细 
胞 间 的 相互 作用 。 由 于 单 层 培养 的 分 化 体系 相对 简 
单 ， 因 此 可 通过 该 培养 技术 来 研究 生长 因子 在 某 些 
细胞 种 类 分 化 中 的 作用 。 

RA 是 哺乳 类 生长 和 分 化 中 非常 重要 的 调节 因 
F (Bain & Gottlieb，1994)， 是 一 种 得 到 广泛 应 用 
的 多 种 细胞 分 化 诱导 剂 。 已 经 证 实 可 以 时 间 和 浓度 
依赖 的 方式 ,使 小 鼠 ES 细胞 形成 的 胚 样 体 生成 不 
同 的 细胞 类 型 。RA 对 细胞 诱导 分 化 的 作用 较 复杂 
(Rohwedel et al，1999)。 在 本 实验 中 RA 主要 诱导 
了 猕猴 胚胎 干细胞 形成 神经 样 细胞 ， 与 RA 主要 诱 
导 单 层 培养 的 小 鼠 ES 细胞 形成 成 纤维 样 细 胞 的 实 
验 结果 不 同 (Xu et al，1991)， 这 很 可 能 是 种 属 差 
异 造成 的 。 

NGF 是 一 种 神经 营养 调节 因子 ， 添 加 100 ng/ 
mL NGF 可 提高 人 ES 细胞 形成 的 胚 样 体 生成 神经 细 
胞 的 比例 ， 但 效果 不 如 1075 mol/L RA (Schuldiner 
et a，2001)。 我 们 的 实验 证 实在 单 层 培养 的 条 件 下 
100 ng/mL NGF 也 能 诱导 神经 样 细胞 的 生成 ， 而 且 
效果 也 不 如 107 5 mol/L RA。 在 添加 NGF 的 情况 下 ， 
还 出 现 相当 比例 的 上 皮 样 细胞 。 结 果 显 示 NGF 具 
有 诱导 猕猴 胚胎 干细胞 形成 多 种 细胞 的 能 力 ， 关 于 
其 诱导 形成 不 同 的 细胞 类 型 的 机 制 有 待 进一步 的 研 
究 。 

已 经 证 实 FGF 在 正常 的 胚胎 发 育 中 ， 作 为 有 丝 
分 裂 源 影响 神经 外 胚层 和 中 胚层 来 源 的 细胞 ， 调 节 
这 些 细胞 的 分 化 而 作为 神经 营养 因子 和 影响 血管 的 
发 生 (Jaye et al, 1992), FGF 在 小 鼠 胚胎 于 细胞 的 
分 化 中 起 着 多 方面 的 作用 ， 在 不 同 的 细胞 种 类 的 分 
化 形成 过 程 中 既 有 刺激 增殖 的 作用 (Okabe et al, 
1996) 又 能 诱导 分 化 (Schuldiner et al, 2000). 1E 
人 ES 细胞 形成 的 胚 样 体 中 添加 bFGF 可 以 得 到 大 
量 的 成 纤维 样 的 细胞 (Schuldiner et al，2000)。 我 
们 的 实验 与 该 结果 一 致 ，bFGF 的 添加 也 有 利于 成 
纤维 样 细胞 的 生成 。EGF 引起 人 ES 细胞 向 三 胚层 


分 化 (Schuldiner et al，2000)。 我 们 的 实验 中 EGF 
的 添加 可 以 得 到 部 分 的 内 皮 样 细胞 。 在 分 化 过 程 中 
bFGF 和 EGF 的 添加 不 影响 细胞 凋 亡 的 程度 ， 因 而 
我 们 推测 在 单 层 培养 中 这 两 种 生长 因子 更 有 可 能 是 
通过 影响 增殖 或 诱导 分 化 而 起 作用 。 

本 研究 结果 显示 ,在 分 化 过 程 中 细胞 发 生 早期 
凋 亡 和 晚期 凋 亡 ,而 且 发 生 磷 脂 栈 丝氨酸 转移 到 细 
胞 膜 外 的 早期 凋 亡 的 几率 远 远 高 于 出 现 DNA 断裂 
的 晚期 凋 亡 的 几率 。 一 且 execution caspases 被 激 
活 , 凋 亡 的 发 生 便 不 可 逆转 ;因此 将 execution caspas- 
es 的 激活 作为 凋 亡 的 一 个 必需 的 标记 (Huppertz et 
引 l,1999)。 而 发 生 在 这 之 前 的 磷脂 酰 丝氨酸 转移 到 
细胞 膜 外 的 形态 变化 是 可 道 的 ,之 后 的 DNA 断裂 是 
不 可 道 的 ;进入 早期 凋 亡 的 一 部 分 细胞 进入 晚期 凋 
亡 , 导致 早 期 凋 亡 率 高 于 晚期 凋 亡 率 。 在 加 入 RA 
或 NGF 后 ,都 表现 出 随 分 化 的 进程 影响 细胞 将 亡 的 
发 生 , 但 两 者 的 影响 有 所 不 同 。 添 加 RA 后 第 1 天 就 
会 促进 晚期 凋 亡 的 发 生 ,这 与 Okazawa et al(1996) 在 
小 鼠 胚 胎 干 细胞 的 研究 结果 一 致 。RA 在 猕猴 胚胎 
于 细胞 分 化 的 各 个 时 期 一 直 促 进 早 期 凋 亡 的 发 生 。 
在 分 化 的 第 1 天 和 第 5 天 促进 晚期 凋 亡 的 发 生 ,在 
第 10 天 随 着 绝 大 多 数 细胞 的 分 化 不 再 影响 晚期 凋 
亡 的 发 生 , 显 然 RA 对 晚期 润 亡 的 影响 与 分 化 的 程 
度 相 关 。 添 加 NGF, 只 在 分 化 的 第 5 天 显著 提高 早 
期 凋 亡 率 和 晚期 将 亡 率 。NGF 通过 作用 受 体 Trk 提 
高 细胞 的 存活 ,又 可 以 作用 p75 受 体 诱 导 凋 亡 
(Frade,2000) ;因此 它 对 有 不 同 的 这 两 种 类 型 受 体 的 
细胞 作用 不 同 ,而 在 ES 细胞 分 化 过 程 中 NGF 的 添 
加 促进 将 亡 的 发 生 可 能 与 分 化 细胞 受 体 的 表达 的 变 
化 有 关 。 

在 单 层 培 养分 化 的 条 件 下 ，RA 、NGF、EGF 和 
bFGF 4 种 生长 因子 均 影 响 了 猕猴 胚胎 干细胞 的 分 
化 ， 其 作用 可 能 是 直接 诱导 分 化 ， 添 加 单一 生长 因 
子 可 提高 细胞 分 化 为 某 一 类 或 某 几 类 细胞 的 比例 ; 
也 可 能 是 促进 某 些 分 化 细胞 的 凋 亡 程 度 ， 进 而 影响 
分 化 。 尽 管 不 同 的 生长 因子 对 狂 猴 胚胎 干细胞 分 化 
的 途径 和 进程 的 影响 不 同 ， 但 均 未 能 诱导 分 化 出 单 
一 类 型 的 细胞 。 在 进一步 的 实验 中 ， 我 们 将 研究 各 
生长 因子 的 不 同 组合 对 猕猴 胚胎 干细胞 的 诱导 分 化 
作用 及 其 机 制 。 
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